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As hiperprolinemias são doenças causadas por altas concentrações de prolina no 
plasma e tecidos, que podem apresentar diversas manisfestações clínicas em crianças, 
dentre elas neurológicas. Considerado que essas mesmas crianças estão frequentemente 
expostas a diversos tipos de infecções, o presente  estudo teve como objetivo avaliar os 
efeitos da administração crônica de prolina sozinha e quando administrada 
concomitantemente a um  lipopolissacarídeo altamente utilizado para induzir 
inflamação sistêmica e no sistema nervoso central. Para isso analisamos alguns 
parâmetros de estresse oxidativo, a atividade de algumas enzimas da rede de 
fosforiltransferência e a atividade dos complexos da cadeia respiratória mitocondrial.  
Os animais foram  divididos em quatro grupos (salina, prolina, lipopolissacarídeo e 
prolina+lipopolissacarídeo)  e a administração consistiu em  2 doses diárias, do 7º ao 
21º dia de vida. Todos os animais foram eutanasiados no 22º dia de vida por 
decapitação sem anestesia e córtex cerebral e cerebelo foram removidos para análise. A 
administração de prolina sozinha não alterou nenhum dos parâmetros analisados. 
Enquanto a administração de lipopolissacarídeo foi capaz de aumentar a conteúdo de 
S100B e da proteína ácida fibrilar glial, os conteúdos das substâncias reativas do ácido 
tiobarbitúrico e sulfidrilas e a atividade da catalase em ambos os tecidos. Além disso, 
aumentou a atividade da adenilato cinase e a atividade da creatina cinase mitocondrial, 
tanto no córtex cerebral quanto no cerebelo. Além disso, a isoforma citosólica da 
creatina aumentou somente no córtex cerebral. A atividade da hexocinase diminuiu em 
ambos os tecidos. Em adição a isso, o lipopolissacarídeo diminuiu a atividade dos 
complexos IV e succinato desidrogenase da cadeia respiratória mitocondrial. Em 
contrapartida a administração de prolina+lipopolissacarídeo preveniu os efeitos 
causados pelo lipopolissacarídeo em todos os parâmetros nos dois tecidos. Caso esses 
efeitos sejam confirmados em humanos a prolina poderia ser utilizada como um agente 







Hyperrpolinemias are diseases caused by high concentrations of proline in 
plasma and tissues that may present several clinical manifestations in children, among 
them neurological. Whereas these same children are often exposed to various types of 
infections the objective the present study was to evaluate the effects of chronic proline 
administration alone, in cerebral cortex and cerebellum, and when administered 
concomitantly to a lipopolysaccharide highly used to induce systemic and central 
neurvous system inflammation. For this we analyze some parameters of oxidative stress, 
the activity of some enzymes of the phosphoryltransfer network and the activity of the 
mitochondrial respiratory chain enzime complexes. Animals were divided into 4 groups: 
control, saline proline, lipopolisaccharide and lipopolisaccharide plus proline. 
Administration consisted of 2 daily doses from 7º to 21º day of life. All animals were 
euthanized at 22 days of age by decapitation without anesthesia and the brain cortex and 
cerebellum were removed for chemical determinations. The administration of alone 
proline did not alter any of the analyzed parameters. While the administration of 
lipopolisaccharide was able to increase content of S100B and the GFAP, content of the 
thiobarbituric acid reactive substances of and sulfhydril and activity of catalase in both 
tissues. Besides that, lipopolisaccharide increased adenilate kinase activity and 
mitochondrial creatine kinase in cerebral cortex and cerebellum. However, cytosolic 
isoform of creatine increased only in cerebral cortex. Hexokinase activity decreased in 
both tissues. In addition to this, lipopolisaccharide administration decreased complexes 
IV and succinate dehydrogenase activities of mitochondrial respiratory chain. In 
contrast, administration of proline+lipopolisaccharide prevent effects caused by the 
lipopolisaccharide in all parameters, in both tissues. If these proline effects were 
confirmed in humans, it would be a powerful antioxidant and anti-inflammatory agent 







LISTA DE ABREVIATURAS 
 
 
AK - adenilato cinase 
BHE – barreira hemato-encefálica 
CAT – catalase 
Complexo I – NADH desidrogenase 
Complexo II – succinato ubiquinona oxirredutase 
Complexo III – complexo citocromo b-c1 
Complexo IV – citocromo c oxidase 
CKmit – creatina cinase mitocondrial 
CKcit – creatina cinase citosólica 
CK – creatina 
ER – espécies reativas 
ERNs – espécies eativas nitrogênio 
EROS – espécies reativas de oxigênio 
FAD – flavina adenina dinucleotídeo 
GFAP – proteína ácida fibrilar glial 
HK – hexocinase 
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LBP- proteína ligadora de LPS 
LPS - lipopolissacarídeo 
MD-2 - proteína mielóide diferenciadora 2 
MyD88 – proteína adaptadora do fator 88 de diferenciação mielóide 
NAD⁺ - nicotinamida adenina dinucleotídeo 
NADH – nicotinamida adenina dinucleotídeo (forma reduzida) 
NADPH – nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (forma reduzida) 
NFkB - fator nuclear kappa beta 
Nrf-2 - fator nuclear eritróide derivado-2 
O₂•- - radical superóxido 
OAT – ornitina – δ – aminotransferase 
•
OH- radical hidroxila 
Pcr - fosfocreatina 
P5C – delta - 1 - pirrolina carboxilato 
P5CDH - delta - 1 - pirrolina carboxilato desidrogenase 
P5CR - delta - 1 - pirrolina carboxilato redutase 
P5CS - delta - 1 - pirrolina carboxilato sintetase 
Pi – fosfato inorgânico 
POX – prolina oxidase 
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PRODH – prolina desidrogenase 
Pro - prolina 
SNC - sistema nervoso central 
TLRs - receptores “toll-like” 

















I.1 – INTRODUÇÃO 
 
I. 1.1 – Aminoácidos 
 
A análise de um grande número de proteínas mostrou que elas são compostas de 
20 aminoácidos-padrão. Porém não são todas as proteínas que são compostas dos 20 
aminoácidos, mas grande número delas contêm a maioria deles (Voet et al 2000). Com a 
adição de dois novos membros, selenocisteína (Bock et al 1991) e pirrolisina (Hao et al 
2002 e Srinivasan et al 2002), existem hoje vinte e dois aminoácidos proteogênicos 
naturais, codificados geneticamente em organismos vivos. 
São classificados como essenciais, que não podem ser produzidos pelo corpo, 
não-essenciais, que o corpo humano pode sintetizar e condicionalmente essenciais, 
aqueles que em função de determinados momentos, não podem ser produzidos pelo 
corpo. 
 
I.  1.1.1 - L-prolina 
 
A L-prolina (Pro) é um desses vinte e dois aminoácidos e é tradicionalmente 
classificada como um dos aminoácidos não essenciais em mamíferos, porque existe um 
conjunto específico de enzimas designado para sintetizar a Pro a partir de seus 
precurssores (glutamato e ornitina) em células de mamíferos (Hiramatsu et al 1994 e 
Young e El-Khoury 1995).  
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Pro e seu metabólito (hidroxiprolina) são aminoácidos únicos química e 
bioquimicamente (Hu et al  2008 e Kaul et al  2008). Pro não possui um grupamento 
amino primário, mas sim um grupo amino secundário (imino). A Pro é classificada 
como um aminoácido de cadeia lateral apolar, possuindo um grupo pirrolidina cíclico na 
cadeia lateral (Voet et al 2000). 
Em adultos, a concentração normal de Pro no plasma é de 51 a 271 µM, sendo 
esses valores menores em crianças. A Pro é um aminoácido não essencial em crianças e 
adultos e condicionalmente essencial em prematuros (Phang 1985). 
A  Pro não pode ser metabolizada por enzimas de aminoácidos genéricas, isto é, 
aminotransferases, descarboxilases e racemases (Adams 1970 e Phang 1985). Por isso, 
uma família especial de enzimas evoluiu com suas próprias localizações subcelulares e 
mecanismos de regulação. Nos últimos tempos muitos estudos têm demonstrado os 
efeitos tóxicos causados pelo acúmulo de Pro e seus metabólitos (Delwing et al 2003, 
Kessler et al 2003). Contudo, recentemente, alguns trabalhos têm sido desenvolvidos 
para avaliar a Pro como agente antioxidantes e anti-inflamatório. Li e colaboradores em  
2016, demonstraram que os metabólitos da glutamina, alanina, citrulina e Pro foram 
capazes de suprimir a formação de espécies reativas de oxigênio (EROS), a liberação do 
citocromo c e a ativação das caspases 3, 8 e 9 em concentrações fisiológicas. Diante 
disso, sabe-se que a Pro tem um papel central no metabolismo e está cada vez mais 
sendo reconhecida como um aminoácido crítico em bioenergética, controle redox 
celular, apoptose e câncer (Phang 1985, Donald et al 2001, Phang 2001, Rivera e 
Maxwell 2005 e Pandhare et al 2006). 
 




A Pro pode ser sintetizada a partir de seus precussores ornitina e glutamato (Fig. 
1) e tem delta-1-pirrolina-5-carboxilato (P5C) e glutamato-Ƴ -semialdeído, como 
intermediários comuns (Voet & Voet, 1999). O glutamato-Ƴ -semialdeído participa 
tanto da biossíntese quanto da degradação da Pro. A conversão de glutamato em P5C, é 
feita pela enzima delta-1-pirrolina-5 carboxilato sintetase (P5CS), uma enzima 
bifuncional, dependente de ATP e NADPH que tem alta atividade na mucosa do 
intestino delgado, cólon, pâncreas, timo e cérebro. Enquanto a conversão de ornitina a 
P5C, é catalisada pela enzima ornitina-δ-aminotransferase (OAT), com um alfa 
cetoácido como aceptor amino (Phang et al, 2001; Flyn et al, 1989). 
 A transformação de P5C em glutamato-Ƴ -semialdeído é espontânea, reversível e 
diretamente relacionada com o momento funcional da célula. A regulação do 
metabolismo da Pro é complexa devido à presença de intermediários comuns entre o 
anabolismo e catabolismo. P5C é um intermediário chave, pois participa tanto da 
biossíntese como da degradação da Pro. Além disso, P5C pode ser convertido em 
intermediários obrigatórios no ciclo da uréia (ornitina) e do ácido tricarboxílico 
(glutamato) e pode desempenhar um papel anaplerótico em ambos os ciclos metabólicos 
(Adams 1970, Phang 1985). 
 P5C está presente no plasma e seus níveis variam durante o dia, apresentando 
picos associados às refeições. Iminoglicinúria neonatal e prolinúria pós-natal são 
achados frequentes em crianças normais e ocorrem devido à imaturidade do sistema de 
reabsorção tubular da Pro. Depois de formado, na mitocôndria, o P5C é liberado e 
convertido a Pro pela delta-1-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) citosólica, que 
utiliza NADH e NADPH como cofatores e é encontrada em todos os tecidos (Phang et 









Figura 1 – Vias metabólicas da Pro em mamíferos(Scriver et al 2001). Adaptado 
pelo autor. 1- Prolina Oxidase (POX), 2- Delta-1-pirrolina-carboxilato redutase 
(P5CR), 3- Ornitina aminotransferase (OAT), 4- Delta-1-pirrolina-carboxilato 




 A degradação de Pro tem seu primeiro passo catalisado pela enzima prolina 
oxidase (POX), também chamada de prolina desidrogenase (PRODH). Aqui, os elétrons 
são transferidos de Pro para o FAD (flavina-adenina-dinucleotídeo) gerando FADH2, 
que transfere seus elétrons para o complexo II da cadeia de transporte de elétrons. Nessa 
etapa ATP é formado por fosforilação oxidativa através da transferência subsequente de 
elétrons via citocromo c. Além disso, a POX desempenha papel central na 
interconversão de Pro em P5C (Ciclo da Prolina), por estar fortemente ligada à 
membrana interna mitocondrial, contribuindo assim para essa transferência de elétrons 
tendo o citocromo c como aceptor (Phang 1985, Adams, 1970). P5C pode ser 
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convertido a glutamato e alfa-cetoglutarato para contribuir anapleroticamente para o 
ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) (Phang 1985). Contudo, sua conversão de volta a 
Pro através da P5CR no citosol forma um ciclo metabólico. O ciclo da Pro forma uma 
interligação metabólica com a via das pentoses, servindo assim, para converter o 
potencial redutor da via das pentoses-fosfato em um sistema gerador de ATP nas 
mitocôndrias (Phang et al 1980, Hagedorn and Phang 1983, Hagedorn and Phang, 1986) 
(Fig. 1). 
  A conversão de P5C para o semialdeído-δ-glutâmico é o segundo passo dessa 
via metabólica. É uma etapa não enzimática, onde esse semialdeído é convertido à 
ornitina pela reação reversível catalisada pela ornitina aminotransferase (OAT) ou a 
glutamato pela delta-1-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5CDH), que usa NAD
+
 
gerando NADH que transfere os elétrons na cadeia de respiratória mitocondrial. 
 Além disso, estudos mostram que a expressão de PRODH em células de 
mamíferos é ativada pela p53, o que induz a apoptose de diversas linhagens celulares 
cancerígenas, tendo assim, a Pro um importante papel na redução da carcinogênese 
(Rivera e Maxwell 2005). 
 
I.  1.1.3 - Erros inatos do metabolismo de aminoácidos 
 
Em 1908, Sir Archibald Garrod mencionou, pela primeira vez, os erros inatos do 
metabolismo ao verificar que dois irmãos, filhos de pais normais, excretavam grandes 
quantidades de ácido homogentísico na urina (Scriver et al 2001). Os EIM são doenças 
hereditárias causadas pela deficiência parcial ou total de uma ou mais enzimas, 
ocasionando um bloqueio nas rotas metabólicas com o acúmulo de substâncias tóxicas 
e/ou redução da síntese de substâncias essenciais.  
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I. 1.1.4 - Hiperprolinemias 
 
 
 Os erros inatos do metabolismo da  Pro  são conhecidos como: Hiperprolinemias 
tipos I (HPI) e II (HPII) , deficiência de P5CS, deficiência de OAT, hidroxiprolinemia e 
iminoglicinúria. 
A HPI e a HPII são definidas por distintas deficiências bioquímicas e genéticas na via 
catabólica da Pro. 
 HPI é associada a níveis menos elevados de Pro e sem excreção urinária de P5C. 
Os níveis plasmáticos de Pro, na HPI, podem variar de 5 a 10 vezes acima dos valores 
normais (51 a 271 µM). É causada pela deficiência da enzima POX, responsável pelo 
primeiro passo na via de degradação da Pro. Contudo, não existe demonstração direta da 
deficiência da POX, por que esta enzima não apresenta atividade em linfócitos ou em 
cultura de fibroblastos (Phang et al 2001). Contudo, não existem evidências entre a 
deficiência desta enzima e manifestações clínicas. O diagnóstico é feito por exclusão, 
onde casos de hiperprolinemias não atribuídos à deficiência de P5CDH são 
considerados do tipo I. A HPI é comumente classificada como uma condição benigna, 
visto que as manifestações clínicas não estão bem caracterizadas e muitos pacientes não 
apresentam sintomatologia (Phang e al 2001). 
 A HPII é causada pela ausência ou deficiência de P5CDH, levando ao acúmulo 
de Pro no plasma e nos tecidos (Phang et al 2001). O diagnóstico é baseado em níveis 
séricos aumentados de Pro (10 a 15 vezes maiores que os normais) e excreção de P5C 
plasmático e urinário (Phang et al 2001). Quantitativamente, o principal metabólito que 
se acumula no tecido de pacientes com HPII é a Pro e não P5C (Fleming et al 1984, 
Flynn et al 1989, Phang et al 2001). 
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 Apesar de Pavone e colaboradores em 1975, terem relatado pacientes 
hiperprolinêmicos assintomáticos, a maioria dos pacientes com HPII, até agora 
detectados, apresentam manifestações neurológicas incluindo convulsões e retardo 
mental (Di Rosa et al 2008, Phang et al 2001). 
 
I.  1.2 – Neuroinflamação 
 
Visto que as barreiras hemato-encefália (BHE) e hemato-liquórica (BHL) 
protegem o  sistema nervoso central (SNC) das contínuas alterações nos tecidos 
periféricos, acreditou-se, durante um grande período de tempo, que o SNC seria um 
local imunologicamente privilegiado. Contudo, atualmente, sabe-se que apesar da 
presença dessas barreiras o SNC está sujeito a eventos patogênicos e vigilância 
imunológica (Ransohoff e Brown 2012). 
Citocinas, quimiocinas, sistema do complemento, neurônios, astrócitos e 
macrófagos especializados (microglia), além de outras vias de sinalização, contribuem 
para o processo neuroinflamatório (Shastri et al 2013). Estas substâncias 
proinflamatórias podem ser produzidas no SNC ou recrutadas de tecidos periféricos. 
A neuroinflamação tem sido associada a diversas doenças do SNC, tais como, 
doenças de Alzheimer, doença de Parkinson, esclerose lateral amiotrófica, esclerose 
múltipla, isquemia cerebral (Glass et al 2010). 
Quando a atividade neuroinflamatória acontece durante um curto período de 
tempo, seus efeitos podem ser considerados neuroprotetores, contudo, a inflamação 
crônica pode trazer efeitos prejudiciais para o SNC (Streit et al 2004). 
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I. 1.2.1 - Lipopolissacarídeo  e resposta imune inata 
 
O LPS é um dos principais componentes da membrana exterior de bactérias 
Gram-negativas, como por exemplo a bactéria Escherichia Coli. É uma molécula que 
contribui para a integridade estrutural da bactéria, protegendo sua membrana de ataques 
químicos, sendo, portanto, crítico para a estabilidade da membrana (Moran et al 1996). 
Também chamado de endotoxina, o LPS é uma molécula altamente tóxica capaz 
de produzir resposta inflamatória em sistemas imunológicos  de animais saudáveis. Sua 
liberação ocorre quando a bactéria se multiplica ou quando é fagocitada e degradada 
pelas células de defesa (Tuin et al 2006).  
Assim que o organismo sofre a invasão de diferentes tipos de patógenos, um 
sistema de defesa efetivo é desencadeado para que haja o controle da infecção até que as 
células do sistema imune adaptativo sejam capazes de iniciar uma resposta específica 
contra o antígeno. Esse primeiro mecanismo de defesa do organismo é chamado de 
imunidade inata. Dentre os componentes envolvidos na resposta imune inata estão 
receptores “toll-like” (TLRs), receptores de nucleotídeos tais como adenosina trifosfato 
(ATP) (Davalos et al 2005 e Franke et al 2006), receptores NOD-like (NLRs) (Kawai & 
Akira 2009), “scavengers receptors” (SRs) como o receptor de produtos terminais de 
glicação avançada (RAGE) (Fang et al 2010) entre outros. Esses receptores reconhecem 
tanto lipídeos derivados de bactérias, LPS, como moléculas endógenas chamadas 
padrão molecular associado ao dano (DAMP), como por exemplo proteínas de choque 
térmico e alarminas. 
Dentre os receptores TLRs o que tem sido identificado como sensor primário de 
infecções microbianas é o TLR4 (Poltorak et al 1998), que quando ativados por seu 
ligante dimeriza e sofre uma mudança conformacional que leva à indução de uma 
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complexa cascata de sinalização intracelular. Além do TLR4, o LPS pode ser 
reconhecido por outras moléculas como, LBP (proteína ligadora de LPS), a proteína 
CD14 e ainda a MD-2 (proteína mieloide diferenciadora 2) podendo, as duas últimas, 
ser encontradas em duas formas diferentes: solúvel na circulação ou ancorada à 
membrana.  Tanto LBP quanto CD14 e MD-2 na forma solúvel, agem como proteínas 
auxiliares, responsáveis pela transferência do LPS para o receptor TLR4 ou para o 
complexo considerado a principal forma de reconhecimento do LPS, formado entre 
TLR4 e MD-2 (Shimazu et al 1999).  
Trabalhos recentes evidenciaram a importância dos receptores TLR na resposta 
imune inata. Considerados moléculas chave do sistema imune, esses receptores 
desempenham papel fundamental na infecção, mas também em doenças não infecciosas 
do SNC (Lehnardt 2010). Atualmente, 10 TLRs  foram identificados em humanos e 13 
em camundongos. Dentro dessa família de receptores TLRs, os receptores TLR3, TLR7, 
TLR8 e TLR9 representam uma subfamília localizada em compartimentos intracelulares 
do endossoma e retículo endoplasmático e reconhecem ácido nucleico viral. Em contra 
partida TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 estão localizados na superfície celular e 
reconhecem componentes da parede celular bacteriana ou partículas virais (Kawai & 
Akira 2008, Mogensen 2009). 
Sabe-se que o principal alvo do LPS no organismo são as células de defesa, 
contudo nos últimos anos vem crescendo o número de trabalhos que demostram seus 
efeitos promovendo a regulação da expressão gênica no SNC.  
Ao entrar em contato com o LPS as células responsáveis pelas defesas 
imunitárias do organismo, promovem resposta inflamatória, vasodilatação, secreção de 
eicosanoides e febre (Abbas 2006).  Estudos mostram que a febre surge minutos depois 
da injeção sistêmica, mesmo quando ainda não é possível detectar citocinas na 
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circulação (Rivest 2003). Laflamme e Rivest em 2001, demostraram que algumas áreas 
cerebrais expressam receptores TLR4 e CD14, como os órgãos circunventriculares e 
que nessas regiões o LPS atua na transcrição de genes de citocinas como TNF (fator de 
necrose tumoral), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 (IL-1) e que a liberação dessas 
citocinas é provavelmente o estímulo mais frequente usado para desencadear vias de 
sinalização envolvidas na resposta imunológica (Glezer et al 2007).  Algumas hipóteses 
em relação à essa produção de citocinas sugerem que elas possam modular a 
excitabilidade neuronal e processos de neurodegeneração e neuroproteção (Rivest 
2003).  Além disso, foi evidenciado que receptores TLR4 e CD14 podem reconhecer 
substâncias endógenas envolvidas na neuroinflamação da doença de Alzheimer (Walter 
et al 2007). 
Embora muitos estudos utilizem o LPS como modelo de sepse (Takaoka et al 
2014, Kaplanski et al 2014 e  Mihaylova et al 2014), que é caracterizada por uma 
resposta  inflamatória sistêmica desencadeada por fatores infecciosos (Salomao et al 
2012), o LPS tem sido o ativador glial mais extensivamente usado por pesquisadores em 
modelo de neuroinflamação in vivo e in vitro. Kipp et al em 2008, mostrou que culturas 
de astrócitos neonatais, de diferentes regiões cerebrais, exibem diferenças na expressão 
de fatores pró-inflamatórios sob estímulo com LPS.  
 
I. 1.2.2 - Mecanismos moleculares da neuroinflamação desencadeada pelo LPS 
  Ao serem ativados, os receptores TLR4 podem desencadear várias vias de 
sinalização, como MAPK (cinases ativadas por mitógenos), AP-1 (fator de transcrição 
da proteína 1), STAT (transdutor de sinal e ativador de transcrição), IRF3 (interferon 
(IFN)-regulador do fator 3), fator de transcrição NF B (fator de transcrição nuclear) 
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entre outras. A ativação da NF B, induz sua translocação para o núcleo, promovendo a 
transcrição de diversos genes que participam de processos fisiológicos e 
fisiopatológicos (Raetz et al 2002). O NF B é um fator de transcrição central da 
resposta inflamatória em células imunocompententes tanto as periféricas como 
macrófagos, quanto no SNC, como as células da glia. Sua ativação por estímulos 
inflamatórios como a citocina TNF ou LPS culmina na repressão ou transcrição de 
vários genes, fazendo com que as células alcancem  um estado ativado pronto para 
responder ao dano e também para criar proteínas que na fase antiinflamatória levam à 
finalização adequada do processo (Meffert et al 2005). 
A ativação da maior parte dos receptores TLRs resulta no recrutamento da 
proteína adaptadora fator 88 de diferenciação mieloide (MyD88), cinase serina-treonina 
associada IL-1R (IRAK), fator associado ao receptor do fator de necrose tumoral 
(TRAF), proteína adaptadora TRAF6, cinase indutora de NFkB (NIK) e cinase IkB 
(IKK), portanto levando a translocação nuclear do NFkB. O MyD88 é crítico para a 
sinalização através de todos os TLRs exceto TLR3. Entretanto, moléculas adaptadores 
alternativas incluindo proteína associada ao TIR (TIRAP) e a proteína semelhante a 
MyD88 (MAL) transduzem sinais de TLRs através de uma via independente de MyD88 
(Akira et al 2006). 
No SNC, astrócitos e microglia são as primeiras células a responder através de 
receptores TLRs a dano, perturbação e estresse celular, bem como infecções causadas 
por patógenos, induzindo a produção e liberação de sinais moleculares que iniciam a 
resposta glial podendo levar a excitoxicidade, inflamação, neurodegeneração e apoptose 
(Holm et al 2012). Os astrócitos juntamente com a microglia apresentam um papel 
crucial no processo neuroinflamatório e são reconhecidos como participantes ativos em 
várias condições patológicas ou doenças neurodegenerativas crônicas (Liu et al 2011). 
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I. 1.2.3 - S100B 
 
A S100B é um membro da família de proteínas S100 assim denominadas por 
serem solúveis em uma solução 100% saturada de sulfato de amônio (Moore 1965). 
É uma proteína secretada por astrócitos (Shashoua et al 1984), abundante em 
células gliais do SNC e periférico (SNP) de mamíferos (Donato 1999). Possui efeitos 
parácrinos e autócrinos nas células gliais, neurônios e microglia. Pode ser encontrada 
solúvel no citoplasma, associada à membrana plasmática, a outras membranas 
intracelulares e ao citoesqueleto, o que sugere seu papel em diversos processos celulares 
(Sorci et al 1998). É uma proteína que atua regulando a fosforilação de proteínas, a 
atividade enzimática, a homeostase do cálcio e a dinâminca do citoesqueleto. A S100B 
reduz a fosforilação de algumas proteínas, como por exemplo, a GFAP (proteína ácida 
fibrilar glial), o que deve refletir a interação da S100B com resíduos no domínio N-
terminal destas proteínas (Bianchi et al 1996). Embora sua função ainda não esteja bem 
estabelecida, estudos sugerem que a S100B apresente um papel na transdução de sinal, 
por ligar a elevação do cálcio citosólico ao estado de fosforilação de importantes 
proteínas alvo. Portanto, a S100B, através da fosforilação proteica, pode ser uma forma 
de regular passos específicos nas vias de sinalização (Donato 2001). 
Por sua capacidade de interagir com a frutose-1,6-bifosfato aldolase e estimular 
a fosfoglicomutase acredita-se que a S100B desempenhe algum papel no metabolismo 
energético (Landar et al 1996). Além disso, a S100B regula a proteína cinase nuclear 
(Ndr) importante na divisão e morfologia celular (Millwar et al 1998). 
Os mecanismos pelos quais a secreção de S100B ocorre ainda não estão 
completamente elucidados, o que se sabe é que o fator neutrófico derivado do encéfalo 
(BDNF) poderia promover a liberação através de vesículas. Contudo, isso ainda é um 
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enigma visto que o gene dessa proteína não possui domínio sinalizando secreção (Nisshi 
et al 2000). 
A S100B é expressa em um número restrito de tipos celulares como: astrócitos, 
linfócitos, oligodendrócitos maduros, células progenitoras neurais, certas populações 
neuronais, adipócitos entre outras. 
Estudos recentes mostram a S100B como um útil marcador molecular e 
periférico de ativação astroglial em desordens cerebrais e que seu conteúdo está 
associado a várias doenças psiquiátricas e neurológicas (Rothermund et al 2003 e Sem 
et al 2007) apresentando aumento na sua expressão em vários tumores, no cérebro de 
idosos, no cérebro de pacientes afetados pela doenças de Alzheimer, esquizofrenia, 
epilepsia crônica, infecção por HIV entre outras condições (Donato et al 2009). Além 
disso, estudos mostram que a IL-1β modula a secreção de S100B em cultura de 
astrócitos de fatias de hipocampo (de Souza et al 2009) e que existem evidências de que 
S100B modula e é modulada por citocinas pró-inflamatórias (Kim et al 2004, Bianchi et 
al 2010 e Ponath et al 2007). 
 
I. 1.2.4 – Proteína ácida fibrilar Glial (GFAP) 
 
A GFAP, constitui o principal componente estrutural de astrócitos de indivíduos 
adultos (Sofroniew & Vinters 2010), visto que está presente nos filamentos 
intermediários do citoesqueleto celular, de astrócitos e algumas outras células (Eng & 
Ghirnikar 1994, Cullen 1997). A fosforilação de sítios específicos da GFAP, regula o 
equilíbrio dinâmico entre seu estado polimerizado e despolimerizado, desempenhando 
papel importante na mitose (Rodnight et al 1997). Um estudo in vitro, mostrou que a 
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S100B atua na regulação do sistema fosforilante da GFAP, reduzindo sua fosforilação 
(Ziegler et al 1997). A fosforilação de proteínas mostra-se de fundamental importância 
visto que é um processo pelo qual sinais extracelulares, tanto no SNC, quanto nos 
demais tecidos, produzem seus efeitos biológicos, através da transdução de sinal 
(Nestler e Greengard 1993).  
Estudos realizados com ratos transgênicos mostraram que a expressão de GFAP 
não é fundamental para a aparência e função normal da maioria dos astrócitos no SNC 
saudável, mas é importante para o processo de astrogliose reativa, que é caracterizada 
pela proliferação de astrócitos ou hipertrofia astrocítica, o maior fenômeno de muitas 
condições patológicas do SNC e pela formação de “cicatriz” glial (Sofroniew & Vinters 
2010). Além disso, o aumento no imunoconteúdo de GFAP, independentemente de 
haver ou não proliferação astroglial, é comumente usado como medida de astrogliose 
(Sofroniew & Vinters 2010). 
A astrogliose ocorre em condições extremas envolvendo injúria cerebral 
(Tramontina et al 2007). Estudos mostram que os astrócitos respondem ao LPS 
aumentando a expressão de GFAP (Vergara et al 2010, Brahmachari et al 2006) 
Middeldorp & Hol em 2011, através de estudos in vitro e in vivo mostraram que 
a GFAP participa de outros processos como migração celular, funcionamento adequado 
da BHE, vias de transdução de sinal e interações neurônio-glia.  
I. 1.3 - Metabolismo energético 




 Para que haja um equilíbrio entre o consumo e a geração de ATP é necessário 
que os mecanismos intracelulares responsáveis por esse processo estejam perfeitamente 
alinhados (Dzeja et al 2003). 
 A função de transferir grupos fosforil é executada por uma rede de enzimas 
intracelulares, catalisada principalmente pela creatina cinase (CK – E.C. 2.7.3.2), 
adenilato cinase (AK – E.C. 2.7.4.3) e enzimas glicolíticas, como a hexocinase (HK). A 
perfeita regulação dessas enzimas permite que o sistema celular bioenergético produza o 
ATP e o entregue a seus consumidores à taxa correspondente à velocidade de consumo 
(Dzeja et al 2000). 
 
I.  1.3.1.1- Creatina cinase 
 
 O encéfalo contém altos níveis de CK, uma enzima que catalisa uma reação 
reversível, onde o ATP é regenerado a partir de ADP e fosfocreatina, uma forma de 
reserva energética (Wallimann & Hemmer 1994). Segundo a reação: Creatina + ATP   
↔       Fosfocreatina (PCr) +  (ADP), definida como sistema PCr/CK (Lowe et al 2013). 
Essa reação desempenha papel fundamental no metabolismo energético celular de 
tecidos com alta demanda energética, como cérebro e músculos cardíaco e esquelético. 
 Há diversas isoformas da enzima na célula, contudo, as principais são a 
citosólica (CKcit), mitocondrial (CKmit), muscular (CK – MM) e a cerebral (CK – BB). 
As isoenzimas da CKcit são sempre co-expressas em tecidos específicos junto com a 
isoforma mitocondrial. A interação entre essas duas isoformas é de fundamental 
importância na homeostasia energética celular (Silva et al, 2003). 
 As isoformas são exibidas dentro da célula de forma compartimentada, onde a 
energia liberada é captada (glicólise e mitocôndria) ou utilizada (ATPases e cinases no 
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citosol) e são unidas, funcional e estruturalmente pelo circuito da fosfocreatina (PCr), 
formando assim um sistema intracelular de distribuição de energia (Wallimann et al 
1992). 
 O sistema PCr/CK desempenha múltiplas funções integradas nas células do 
encéfalo, tais como, tampão energético temporário, capacidade metabólica de 
transferência de energia e controle metabólico (Saks et al 1996). 
 Além disso, alterações na atividade da CK vêm sendo associadas a condições 
patológicas do encéfalo relacionadas com déficit de energia. Em condições anóxicas a 
adição de creatina aumenta os níveis de  PCr reduzindo a queda de ATP, a liberação de 
cálcio (Ca²⁺) e a morte celular (Carter et al 1995).   Alguns estudos têm demonstrado 
que a atividade da enzima é severamente reduzida em diversas doenças 
neurodegenerativas (David et al 1998, Aksenov et al 2000). Em doenças onde a 
disfunção energética é comumente observada, tais como a doença de Hungtinton, a 
creatina apresenta um efeito neuroprotetor. 
 
I. 1.3.1.2 - Adenilato cinase 
 
 Enzima responsável pela interconversão de ATP, ADP e AMP (Pucar et al 
2000). Reação catalisada pela AK: 
    2 ADP                  ATP + AMP 
 Catalisando a troca de grupos fosforila entre  nucleotídeos e a sinalização de 
AMP, a AK regula a atividade de enzimas da glicólise e glicogenólise, integrando 
ambas as rotas e assim uma rápida resposta a flutuações na demanda de energia pelos 
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tecidos. Portanto, a AK tem um papel fundamental dentro do sistema de regulação 
metabólica, coordenando componentes de rede bioenergética celular (Dzeja et al 2009). 
 A enzima potencializa o papel energético do ATP por ter habilidade de regenerar 
o ATP a partir de dois ADP e também pela regulação dos processos envolvendo os 
nucleotídeos adenina. 
 Juntamente com a CK e a piruvato cinase (PK), a AK é responsável pela rede 
fosforiltransferência, atuando na transferência de grupamento fosforil do ATP da 
mitocôndria para o citosol, garantindo assim, o fluxo de energia para os locais de 
demanda energética, uma vez que o ATP parece ser pouco difundido pela célula após 
ser produzido (Ames 2000). Alguns trabalhos têm demonstrado que quando a atividade 
de uma delas (CK e AK) é diminuída, a atividade da outra aumenta (Dzeja et al 2002, 
Dzeja et al 2003). 
 
I. 1.3.1.3 - Hexocinase 
 
 Enzima localizada no citosol, que catalisa a primeira reação da via glicolítica 
(Marks et al  2007). A enzima está presente em quase todas as células do organismo, 
ainda que sob outras formas, como a glicocinase, no hepatócito. A hexocinase cerebral 
está ligada associada à membrana mitocondrial externa e o ADP produzido pela enzima 
controla o potencial de membrana e a geração de espécies reativas (Da Silva et al 2004). 
Essas isoenzimas são codificadas por genes diferentes, tendo propriedades cinéticas 
regulatórias variadas (Nelson e Cox 2008). 
 A enzima utiliza ATP como doador de fosforil ao grupo carbono 6 da glicose, 
formando a glicose-6-fosfato (Nelson e Cox 2008). 
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 Além disso, a atividade da HK controla a síntese de ATP e a apoptose no 
cérebro (Da Silva et al 2004). 
 
I. 1.3.2 - Complexos respiratórios e fosforilação oxidativa 
 
A fosforilação oxidativa é o principal processo de produção de ATP nas células 
que possuem mitocôndrias. Na ausência de hipóxia esse processo é dependente de ATP, 
ADP e fosfato inorgânico (Pi) e da razão mitocondrial NADH/NAD⁺, que é 
determinada pela atividade da cadeia de transporte de elétrons e pela transferência de 
elétrons provenientes de reações catalisadas por enzimas mitocondriais (Erecinska e 
Silver 1994). 
A cadeia de transporte de elétrons é composta por vários complexos enzimáticos 
e uma coenzima lipossolúvel, a coenzima Q ou ubiquinona. O complexo I transfere os 
elétrons do NADH para a ubiquinona. O complexo II (succinato: ubiquinona 
oxirredutase) reduz a ubiquinona com elétrons do FADH₂ provenientes da oxidação do 
succinato a fumarato no ciclo do ácido cítrico. O complexo III catalisa a redução do 
citocromo c a partir da ubiquinona reduzida. Por fim o complexo IV (citocromo c 
oxidase) catalisa a tranferência de elétrons de moléculas reduzidas de citocromo c para 
O₂, formando H₂O. A cadeia transportadora de elétrons, composta pelos quatro 
complexos citados anteriormente mais o complexo V (ATPase) recebe elétrons das 
coenzimas NADH e FADH₂ e os transfere através de uma série de reações de oxidação-
redução até o oxigênio molecular e simultaneamente acopla essa reação exergônica à 
translocação de prótons através de membrana mitocondrial interna (Wallace 1999). 
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O fluxo de elétrons através dos complexos da cadeia respiratória é acompanhado 
pelo bombeamento de prótons da matriz mitocondrial para o espaço intermembrana, 
através dos complexos I, III e IV, gerando um potencial de membrana. Esse gradiente 
eletroquímico gerado transmembrana leva a formação de ATP apartir de ADP e Pi pelo 
complexo V (Wallace 1999). 
I. 1.4 - Espécies reativas e estresse oxidativo 
 
O termo espécies reativas (ER) é utilizado para denominar, tanto espécies 
químicas radicais, como, não radicais que são agentes oxidantes e/ou facilmente 
convertidas em radicais. Como exemplos de EROS e de nitrogênio (ERNs), existe os 
radicais superóxido (O₂•⁻), hidroxila (•OH) e óxido nítrico (NO•) e os não radicais que 
são agentes de oxidação e/ou facilmente convertidos em radicais como o ácido 
hipocloroso (HOCL), o ácido hipobromoso (HOBr), o ozônio (O₃), o peróxido nitrito 
(ONOO⁻) e o peróxido de hidrogênio (H₂O₂). O radical livre é uma espécie química que 
contém um ou mais elétrons desemparelhados, o que os torna altamente reativos e 
capazes de reagir com qualquer outro composto situado próximo à sua órbita externa, 
passando a ter uma função oxidante ou redutora de elétrons (Valko et al 2007). 
Por estarem em constante produção durante os processos metabólicos, as ER 
atuam como mediadores para a transferência de elétrons em várias reações bioquímicas, 
desempenhando funções importantes no metabolismo. As principais fontes de ER são as 
organelas citoplasmáticas que metabolizam o oxigênio, nitrogênio e o cloro, gerando 
grande quantidade de metabólitos (Shami et al 2004). 
A produção contínua de ER durante os processos metabólicos culminou no 
desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes têm o objetivo de limitar 
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os níveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorrência de danos 
decorrentes (Shami et al 2004, Ferreira et al 1997). Uma diminuição dos níveis de 
antioxidantes, em decorrência, por exemplo, de mutações que afetam as atividades das 
enzimas de defesa antioxidantes tais como, cobre-zinco superóxido dismutase 
(CuZnSOD), glutationa peroxidase (GPX), ou toxinas que destroem as defesas 
antioxidantes, pode resultar em estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode causar 
dano em diferentes tipos de biomoléculas, incluindo o DNA, proteínas e lipídios (Koury 
et al 2003). 
A geração de radicais livres (RL), normalmente acontece nas mitocôndrias, 
membranas celulares e no citoplasma e podem ser favorecidos pelos íons ferro e cobre 
(Green et al 2004). O O2 sofre redução, na mitocôndria, formando água (H₂O). 
Contudo, cerca de 2% a 5% do O2 metabolizado são desviados para outras vias 
metabólicas e sua redução dá origem a RL (Ferreira et al 1997, Koury et al 2003, 
Schneider et al 2004). Na mitocôndria, os complexos I (NADH desidrogenase) e III 
(citocromo b-c1) são os principais locais onde acontece a redução do O2 e o vazamento 
de elétrons gerando O₂•⁻, na cadeia de transporte de elétrons (Cadenas et al 1977).  
O H₂O₂ pode participar da reação de Fenton, onde reage com ferro (Fe²⁺)  
formando Fe³⁺ e •OH e a reação de Haber-Weiss em que H₂O₂ e O2 também formam 
•
OH (Anderson 1996). O 
•
OH é a espécie mais reativa a todas as biomoléculas reagindo 
com bases púricas e pirimídicas dos ácidos nucleicos, além de carboidratos e ácidos 





I. 2.1 - Objetivo Geral 
 
 
Avaliar os efeitos da Pro, quando administrada de forma subcutânea crônica 
isolada e quando coadministrada ao LPS, sobre diversos parâmetros inflamatórios, de 
estresse oxidativo e de homeostase energética em homogeneizado de córtex cerebral e 
cerebelo, de animais jovens. 
 
I . 2.2 - Objetivos específicos 
 
1. Verificar o efeito da administração crônica de Pro e LPS isolados e coadministrados 
sobre a expressão de S100B e GFAP. 
2. Verificar o efeito da administração crônica de Pro e LPS isolados e coadministrados 
sobre parâmetros de estresse oxidativo: TBA-RS, CAT e sulfidrilas. 
3. Verificar os efeitos da administração crônica de Pro e LPS isolados e 
coadministrados sobre algumas enzimas da rede fosforiltransferência: creatina 
cinase (porção mitocondrial e citosólica), adenilato cinase e hexocinase. 
4. Verificar os efeitos da administração crônica de Pro e LPS isolados e 














































































III. 1- DISCUSSÃO 
 No presente trabalho, avaliamos os efeitos de Pro e LPS, em córtex cerebral e 
cerebelo, quando administrados de forma crônica, isolados e quando co-administrados 
em ratos wistar do 7º ao 21º dia de vida. Os diferentes períodos de desenvolvimentos 
em humanos e em ratos, em geral, seguem o mesmo perfil. É estimado que o cérebro 
dos ratos, no sétimo dia pós natal, seja equivalente ao cérebro de humanos ao 
nascimento (Andrews e Fitzgerald 1997, Dobbing e Sands, 1979). Em função disso, os 
modelos químicos utilizando ratos não conseguem reproduzir as doenças humanas em 
toda sua complexidade, mas são de extrema importância para que substâncias sejam 
avaliadas de forma isolada, quanto a todos seus efeitos no organismo. 
 Para o desenvolvimento das análises bioquímicas do presente estudo, parâmetros 
inflamatórios, de estresse oxidativo, e metabolismo energético de córtex cerebral e 
cerebelo de ratos jovens foram avaliados visto que se sabe da relação do córtex cerebral 
e as funções cognitivas, além do envolvimento direto de córtex e cerebelo nos processos 
de doenças neurodegenerativas envolvendo, dentre outros fatores a inflamação, com a 
doença de Alzheimer (Baldaçara et al 2008; Wegiel et al 1999). Em adição a isso, 
estudos prévios realizados por nosso grupo já demonstraram os efeitos da administração 
de Pro sozinha nessas duas estruturas cerebrais (Kessler 2003). 
Níveis baixos de Pro (51 a 271 µM), normalmente, são encontrados no plasma 
(Phang et al 2001). Sendo níveis elevados associados a defeitos genéticos, onde 
mutações na POX e P5CDH podem gerar um excesso de Pro (>500µM), chamado 
hiperprolinemia. Essa condição está, frequentemente, associada a retardo mental e 
epilepsia. Como descrito anteriormente na introdução, as hiperprolinemias podem ser 
divididas em tipo I e tipo II, caracterizados por deficiências genéticas e bioquímicas 
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distintas nas vias catabólicas. Na busca da melhor compreensão dos efeitos tóxicos 
ocasionados pelo acúmulo de Pro e seus metabólitos, diversos estudos foram 
desenvolvidos, inclusive por nosso grupo, onde Kessler e colaboradores em 2003, 
mostraram que o tratamento agudo, assim como o efeito in vitro da Pro foram capazes 
de diminuir a atividade de CK em homogeneizado total de córtex, cerebelo e encéfalo 
médio dos animais. Além disso, mostrou-se que concentrações elevadas de Pro induzem 
a peroxidação lipídica e reduzem as defesas antioxidantes enzimáticas e não-
enzimáticas em cérebro de ratos (Delwing et al 2003). 
Na contramão de todos os trabalhos desenvolvido por nosso grupo, os resultados 
do presente trabalho mostram efeitos bastante distintos dos citados anteriormente. 
Utilizando o mesmo modelo crônico de Moreira (1989), nossos achados mostram que a 
Pro, quando administrada isoladamente, não foi capaz de alterar o conteúdo de S100B e 
GFAP, os conteúdos de sulfidrilas e TBAR-RS e nem a atividade da CAT, também não 
alterou as atividades das enzimas da rede de fosforiltransferência, AK, CK e HK, nem 
dos complexos da cadeia respiratória mitocondrial em nenhum dos dois tecidos 
avaliados. Ao passo que a administração de LPS foi capaz de aumentar a secreção de 
S100B e GFAP, a atividade da CAT, os conteúdos de sulfidrilas e TBA-RS, a atividade 
das enzimas HK, AK e CK, com excessão da CKcit no cerebelo, além de aumentar a 
atividade dos complexos IV e SDH da cadeia respiratória mitocondrial em ambos os 
tecidos. Em adição a isso, a Pro quando administrada com o LPS foi capaz de prevenir 
seus efeitos em todos os parâmetros por ele alterados, contudo os resultados da 
administração de LPS e Pro+LPS, abordaremos mais adiante na discussão. 
Os resultados apresentados pela administração de Pro, podem ser explicados 
pelo fato de que embora sintomas neurológicos ocorram em diversos pacientes, a 
neurotoxicidade da Pro ainda é controversa. A HPI, por exemplo, onde os níveis de Pro 
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podem estar de 5 a 10 vezes mais elevados (700 a 2400 µM) do que o considerado 
normal não está, necessariamente, associada a manifestações clínicas, podendo ser 
considerada uma condição benigna em muitos indivíduos (Phang et al 2001). Além 
disso, apesar de existir uma aparente relação entre o acúmulo de Pro e os sintomas 
neurológicos em pacientes com HPII e essas disfunções neurológicas serem encontradas 
em muitos pacientes hiperprolinêmicos, o mecanismo exato pelo qual isso acontece 
permanece pouco compreendido. Diante disso, poderíamos questionar se efetivamente, 
o acúmulo de Pro sempre acarrete em efeitos tóxicos ou se esses acontecem quando 
altos níveis do aminoácido estão associados a mais algum fator predispositório ainda 
não descrito. Pois, como já falado anteriormente, apesar de alguns fenótipos 
encontrados em pacientes com HPI, como problemas auditivos, anormalidades oculares, 
retardo mental e outras alterações neurológicas, muitos outros são assintomáticos 
(Mitsubuchi et al 2008, Phang et al 2001).  
Além dos efeitos tóxicos da Pro não estarem bem estabelecidos alguns grupos 
vêm desenvolvendo trabalhos que mostram seus efeitos benéficos. Pro serve como um 
pró-oxidante na sinalização apoptótica via atividade da PRODH o que pode ser um 
importante mecanismo para reduzir a carcinogênese. Phang e outros pesquisadores 
mostraram que em células de mamíferos a expressão de PRODH é ativada pela p53 com 
a oxidação de Pro levando ao aumento de espécies reativas (ER) e indução de morte 
celular de várias linhagens celulares de câncer (Donald et al 2001, Rivera e Maxwell  
2005, Pandhare et al 2006 e Polyak et al 1977) . A Pro tem um papel biológico 
importante na resposta ao estresse, sendo utilizada por vários organismos para 
compensar desequilíbrios celulares causados pelo estresse oxidativo, ambiental e 
nutricional (Rodriguez & Redman 2005; Liang et al 2003). 
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Além de Pro, o LPS também foi administrado de forma isolada, a fim de induzir 
a neuroinflamação. Em condições normais o SNC é fortemente anti-inflamatório, 
estando, principalmente sob a influência da interleucina 10 (IL-10) e fator de 
transformação do crescimento beta (TGF-β)  (Jensen et al 2013). Quando a atividade 
neuroinflamatória acontece e por  um curto período de tempo, seus efeitos podem ser 
considerados neuroprotetores, contudo, a inflamação crônica pode trazer efeitos 
prejudiciais para o SNC (Streit et al 2004). 
Atualmente tem sido sugerido que a etapa inicial de um processo inflamatório no 
SNC consiste na migração de células T ativadas através da BHE, levando a uma 
ampliação da resposta imune através de diferentes mediadores inflamatórios, como 
citocinas, peptídeos vasoativos e outras neurotoxinas liberadas por células ativadas do 
sistema imune e por células residentes no SNC, como a microglia (Martino et al 2000, 
Kornek & Lassmann et al 2003). A neuroinflamação tem  sido associada à 
fisiopatogenia de diversas doenças do SNC, tais como, doença de Alzheimer, doença de 
Parkinson, esclerose lateral amiotrófica, esclerose múltipla, isquemia cerebral e ao 
mesmo tempo é um evento que ocorre naturalmente com o envelhecimento cerebral 
(Glass et al 2010, Sparkman & Johnson et al 2013, Jensen et al 2013). 
 Estudos realizados em modelo animal para esclerose múltipla têm demonstrado 
que células T podem atravessar a BHE e BHL intactas e alcancar o fluido 
cerebroespinhal, espaço perivascular e subaracnóide (Engelhardt 2010). Além disso, 
análises realizadas a partir do infiltrado inflamatório observado nas lesões ocasionadas 
pela Esclerose Múltipla mostram que esse é constituído principalmente por linfócitos T, 
B e macrófagos (Matute e Pérez-Cedrá 2005).  
O sistema imune inato reconhece estruturas moleculares típicas de patógenos 
microbianos. O LPS é uma dessas estruturas capazes de desencadear os mecanismos da 
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resposta imune inata ao ser reconhecido por receptores do tipo TLR4 em várias células 
que participam da resposta imunológica (Hawiger 2001). Em quadros de 
neuroinflamação experimental induzida por administração sistêmica de LPS, tanto 
citocinas e quimiocinas, quanto o LPS diretamente, são capazes de alterar o estado de 
repouso (ou vigilante) da microglia para o estado ativado (Hanisch e Kettenmann 2007) 
o que faz com que ocorra um padrão de fagocitose associado à liberação de diversos 
mediadores pró-inflamatórios (Haüsler, Prinz et al 2002).  
Astrócitos e microglia têm papel fundamental no processo inflamatório do SNC, 
tornando-se  ativados em resposta a diversos estímulos, de mudanças sutis no 
microambiente a dano tecidual intenso. Ambos expressam receptores TLRs e quando 
ativados liberam uma variedade de citocinas pró-inflamatórias, incluindo o TNF-α. A 
microglia é a principal célula de defesa do SNC e atua como primeira linha de defesa. É 
composta por macrófagos residentes no cérebro e medula espinhal, com predominante 
localização na substância cinzenta e em maiores concentrações no hipocampo, gânglios 
basais e substância nigra (Block et al 2007). Em condições normais a microglia mantém 
sua morfologia ramificada que está associada à produção de fatores neurotróficos  como 
IGF-1 e BDNF (Streit 2002) além de citocinas anti-inflamatórias para a manutenção da 
homeostase cerebral (Streit 2002, Block et al 2007).  
Contudo, na lesão neurológica, a microglia altera sua morfologia expressando 
moléculas de superfície como CD14, complexo de histocompatibilidade ou MHC e 
receptores de quimiocinas (IL-1β, IL-6 , TNF-α) (Cho et al 2006), desencadeando a 
resposta inflamatória no SNC. Estes estímulos, externos e internos (exemplo, agregados 
protéicos) são identificados pela microglia, elevando os fatores inflamatórios.   
Ao contrário do que se pensava, alguns estudos demonstraram que os astrócitos 
não são somente suportes passivos da arquitetura e homeostase neuronal sem papel na 
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in tegração de sinal, mas sim participantes ativos com neurônios em todas as funções 
essenciais do encéfalo (Sofroniew e Vinters 2010). Além disso, um dos papeis 
importantes dos astrócitos no SNC é a vigilância imunológica. Eles agem formando 
uma glia limitante ao redor dos vasos sanguíneos, restringindo o acesso de células 
imunes do sangue para o parênquima cerebral, e ao contrário de outras células do SNC, 
são resistentes à morte por apoptose induzida por receptor, mostrando-se bem equipados 
para sobreviver a insultos inflamatórios (Farina et al 2007). 
Sendo assim, astrócitos e microglia apresentam papel fundamental no processo 
neuroinflamatório e são reconhecidos como participantes ativos em várias condições 
patológicas ou doenças neurodegenerativas crônicas (Liu et al 2011).  
Semelhante às células microgliais, os astrócitos tornam-se ativados em resposta 
a vários estímulos, de mudanças sutis no microambiente a dano tecidual intenso. Esse 
processo é conhecido como astrogliose reativa, o qual é uma resposta não homogênea e 
finamente graduada que varia de acordo com o tipo, gravidade e duração do insulto 
(Sofroniew & Vinters 2010). Os astrócitos reativos apresentam, dentre outras alterações, 
o aumento na expressão de GFAP, sendo essa proteína comumente usada como medida 
de astrogliose (Sofroniew & Vinters 2010).  
Além disso, um importante marcador de ativação astroglial e ou morte em várias 
condições de dano cerebral é a proteína S100B que tem sua expressão aumentada em 
várias doenças como Alzheimer, esquizofrenia, epilepsia crônica, dentre outras 
condições patológicas cerebrais (Donato et al 2009). A S100B é secretada em resposta a 
estímulos com vários agentes, como TNF-α (Edwards & Robinson 2006) e IL1β, 
envolvendo a via da MAPK e sinalização via NFKB (DE Souza et al 2009). A S100B 
tem sido apontada como útil marcador molecular e periférico de dano cerebral 
(Gonçalves et al 2008) em várias situações agudas e crônicas. Um dos motivos para isso 
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é a proteína estar envolvida no ciclo das citocinas, uma teoria proposta na doença de 
Alzheimer (Griffin 2006).  
A indução da resposta inflamatória cerebral, pela administração de LPS, tem 
sido atribuída, em parte à citocinas e proteínas de fase aguda, as quais podem ter origem 
sistêmica e central (Chakravarty e Herkenham 2005). Além disso, e sabendo-se que os 
receptores de LPS são altamente expressos em células da imunidade inata, é postulado 
que o reconhecimento da endotoxina por células hematopoiéticas circulantes guie a 
liberação sistêmica de mediadores secundários que, por sua vez, atuam no cérebro 
(Chakravarty e Herkenham 2005).  
Atualmente, diversas evidências mostram que a infecção sistêmica tem um 
impacto negativo sobre a função do SNC sendo capaz de induzir um quadro de 
inflamação cerebral como observado em casos de encefalopatia induzida por sepse, que 
em longo prazo pode conduzir à disfunção cognitiva (Green, Scott et al 2004). Além 
disso, assim como a inflamação sistêmica, a inflamação do SNC é caracterizada pela 
presença de mediadores inflamatórios tais como IL-1 β, IL-6 e TNF-α, MCP-1, MIP-2 e 
prostaglandina-2 (Teeling, Cunningham et al 2010, Teeling, Felton et al 2007, Zhou, 
Andonegui et al 2009 ). Seguindo nessa direção, diversos estudos têm demonstrado que 
a administração sistêmica de LPS conduz à importante resposta inflamatória cerebral 
(Masocha 2009, Buttini, Limonta et al 1996, Püntener, Booth et al 2012). Portanto os 
dados acima corroboram nossos resultados que mostram que a administração crônica 
intraperitoneal de LPS foi capaz de aumentar a secreção de S100B e GFAP nas duas 
estruturas cerebrais.   
Em adição a isso, Tyagi e colaboradores 2008 verificaram que a administração 
de LPS em ratos além de estimular a produção de citocinas (TNF e IL-6) em córtex 
cerebral, também induz dano oxidativo lipídico. Sabe-se que a inflamação e o estresse 
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oxidativo estão intimamente relacionados, visto que há uma sobreposição das vias de 
sinalização e que os mesmos fatores de transcrição Nrf2 (Fator Nuclear Eritróide 
Derivado-2) e NFkB responsáveis pela liberação  de mediadores inflamatórios também 
são reguladores do estado redox (Noworyta-Sokolowska et al 2013). 
A administração intraestriado de LPS ativa células gliais aumentando a produção 
de radicais livres, tais como 
•
OH (Noworyta-Sokolowska et al 2013). Além disso, 
estudos prévios mostram que a neuroinflamação causada pelo LPS reduz a atividade dos 
complexos I e IV da cadeia de transporte de elétrons na medula rostral ventrolateral de 
ratos (Chuang et al 2002). Esses achados reforçam nossos resultados que mostraram que 
a administração de LPS diminuiu a atividade dos complexos IV e SDH da cadeia de 
transporte de elétrons, além de trazerem fortes indícios, através das medidas de 
sulfidrilas e TBA-RS, de dano oxidativo a proteínas e lipídeos, respectivamente.  
Apesar de alguns estudos anteriores demonstrarem que injeções ICV de LPS 
diminuíram os valores de CK nossos resultados mostraram que tanto CK quanto AK 
tiveram suas atividades aumentadas, com excessão da CKcit, que não apresentou 
alteração em sua atividade no cerebelo. Contudo, esse aumento pode ser explicado 
através de trabalhos prévios que mostram que quando a atividade de uma enzima da 
rede de fosforiltransferência é diminuída, as outras podem ter suas atividades 
aumentadas para preservar a homeostase energética (Dzeja et al 2003 e Pucar et al 
2004), o que está de acordo com nossos achados, visto que pudemos observar uma 
diminuição na atividade da HK. Com isso, nossos dados corroboram com os resultados 
acima descritos que mostram que a infecção sistêmica é capaz de conduzir à resposta 
inflamatória cerebral. 
Além dos resultados obtidos com a administração das duas substâncias isoladas, 
temos os resultados encontrados com a administração associada de Pro+LPS que 
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revelam, aparentemente, a Pro como um antioxidante e anti-inflamatório, capaz de 
prevenir todas as alterações causadas pelo LPS. Nossos resultados mostram que a 
administração de Pro foi capaz de prevenir a secreção de S100B e GFAP aumentadas 
pelo LPS.  
Como descrito anteriormente, a secreção dessas duas proteínas está diretamente 
relacionada com o evento da neuroinflamação, tão característico em doenças 
neurodegenerativas. Visto isso e baseados em estudos como o de Ignatova e Gierasch 
(2006) que mostraram que a Pro diminui os agregados da região poliQ nas proteínas 
hungtinton, poderia se sugerir um papel preventivo da Pro nas doenças 
neurodegenerativas, contribuindo, dentre outras, coisas na contenção da 
neuroinflamação.  
Além disso, se sabe que a deficiência de proteínas e aminoácidos acarreta em 
danos ao sistema imune. Aminoácidos individuais afetam respostas imunes direta ou 
indiretamente por meio de seus metabólitos e são necessários para a síntese de uma 
variedade de proteínas específicas (incluindo citocinas e anticorpos) e para regular vias 
metabólicas da resposta imune a patógenos infecciosos (Li et al 2007). A suplementação 
dietética de aminoácidos específicos para animais e seres humanos com desnutrição e 
doenças infecciosas aumenta o estado imunológico, reduzindo a morbidade e 
mortalidade (Li et al 2007).  
Sabe-se que a POX pode desempenhar papel importante na imunidade, pois a 
falta de catabolismo de Pro devida a deficiência da enzima prejudica a função imune do 
intestino (Ha et al 2005). Um dos principais produtos da oxidação da Pro é H2O2 e este é 
e um agente citotóxico para bactérias patogênicas (Kim et al 2007). Portanto, como a 
produção de EROS é um fenômeno comum a diversas situações celulares, a Pro tem 
assim a capacidade de proteger o organismo contra vários tipos de agressões e não 
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apenas as de caráter oxidativo (Rodriguez & Redman 2005; Krishnan et al 2008; 
Natarajan et al 2012). Em adição, a Pro também atua como agente quelante de metais 
pesados, que agem como catalisadores em reações químicas responsáveis pela produção 
de EROS (Sharma et al 1998; Liang et al 2013), além de ter a capacidade de estabilizar 
proteínas e enzimas antioxidantes, aumentando a atividade das mesmas (Natarajan et al 
2012; Liang et al 2013).  
 Em se tratando da administração de Pro+LPS sobre os parâmetros de estresse 
oxidativo, nossos resultados revelaram efeitos antioxidantes da Pro, capazes de prevenir 
as alterações ocasionadas pelo LPS. O aumento de TBA-RS e sulfidrilas resultantes da 
administração de LPS isolado não aconteceu quando as duas substâncias foram 
administradas concomitantemente, sugerindo um papel antioxidante da Pro. De fato, 
isso está de acordo com a literatura que mostra que a Pro é capaz de proteger as células 
contra o estresse oxidativo através de mecanismos moleculares que resultam de suas 
propriedades químicas e dos seus efeitos nos sistemas redox (Phang et al 2010; Liang et 
al 2013). Baseados nisso, alguns grupos vêm desenvolvendo trabalhos a fim de 
demonstrar que a Pro e P5C podem atuar como reguladores metabólicos (Phang et al 
1979, Phang et al 1980, Hagedorn et al 1982 e Phang et al 1982).  Mais do que uma 
dupla redox, eles formam um ciclo. O ciclo da Pro, como é chamado, é capaz de 
transferir um equivalente redutor para dentro da mitocôndria, como Pro, que 
posteriormente é oxidada a P5C. Este por sua vez deixaria a mitocôndria e seria 
convertido de volta a Pro em concomitante oxidação do nucleotídeo piridina. Muitos 
estudos propõem que a regulação do metabolismo da Pro aconteça baseado na relação 
da dupla redox NADPH/NADP⁺, já que o ciclo é capaz de manter os níveis de NADP+ 
no citosol (Pandhare et al 2009; Phang et al 2010) Ao contrário do NADH/NAD⁺, eles 
não têm um papel importante na transferência de energia. Seu papel parece ser o de um 
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mecanismo de defesa contra perturbações redox deletérias ou mediador de eventos 
celulares (Kosower e Kosower 1978). Contudo, a conversão de Δ¹-pirrolina-5-
carboxilato redutase depende da regulação da Δ¹-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase, 
uma enzima mitocondrial que converte P5C em glutamato. A canalização fisiológica de 
P5C em Pro pode depender de inibidores específicos (ex.: aminoácidos) da atividade da 
Δ¹-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase ou do estado redox mitocondrial (McGiva et al 
1977). Apesar de todos os estudos desenvolvidos a fim de elucidar os mecanismos pelos 
quais o Pro forma esse ciclo com P5C e de que forma ela pode atuar como potente 
antioxidante a regulação desse sistema ainda não está bem esclarecida, mas acredita-se 
que a Δ¹-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase seja um importante sítio regulatório e 
que a atividade do ciclo seja estreitamente controlada para que ele funcione mesmo sob 
condições especiais.  
Em relação aos resultados que obtivemos com a CAT, podemos dizer que a 
enzima agiu de modo a compensar o estresse oxidativo gerado pelo efeito pró-oxidante 
do LPS. O que está de acordo com nossos resultados de TBA-RS e sulfidrilas, que 
tiveram seus conteúdos aumentados pelo LPS indicando oxidação de lipídeos e 
proteínas e consequente formação de 
•
OH, a partir do H2O2 acumulado. Nesse caso, o 
efeito que a Pro teve sobre a administração do LPS poderia ser explicado por estudos 
que mostram que a Pro age na proteção contra o estresse oxidativo sequestrando EROS 
e diminuindo seus efeitos prejudiciais (Rodriguez & Redman 2005; Krishnan et al 2008; 
Natarajan et al 2012). Chen & Dickman (2005) demonstraram que a Pro diminuiu a 
concentração de EROS e induziu o aumento da atividade da CAT em um fungo parasita 
da alfafa, suprimindo assim, a apoptose induzida por EROS. Sabe-se que a produção de 
EROS, resultantes do metabolismo da Pro pela enzima POX/PRODH, ativa vias de 
sinalização protetoras que determinam a expressão de enzimas antioxidantes e a indução 
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de vias de sobrevivência celular, protegendo as células contra o estresse oxidativo 
provocado por H2O2 (Natarajan et al 2012; Liang et al 2013). Além disso, a exposição 
de várias linhagens celulares a concentrações fisiológicas de H2O2 também aumentou a 
expressão de enzimas de biossíntese de Pro, o que salienta o papel protetor da Pro em 
resposta ao estresse oxidativo (Krishnan et al 2008). Os dados acima corroboram nossos 
resultados relacionados à administração de Pro+LPS, onde a Pro agiu prevenindo os 
efeitos do LPS em relação a CAT. 
Ainda analisando os dados obtidos a partir da administração de Pro+LPS temos 
a atividade das enzimas da rede de fosforiltransferência e a atividade dos complexos da 
cadeia respiratória mitocondrial. As atividades das enzimas AK e CKmit em ambos os 
tecidos e CKcit no córtex, como já mencionado anteriormente, apresentaram um 
aumento pela administração de LPS isolado. Contudo, a administração de Pro+ LPS fez 
com que esse aumento fosse prevenido. Além disso, a HK, no córtex e cerebelo e os 
complexos IV e SDH da cadeia respiratória mitocondrial, no córtex, tiveram suas 
atividades diminuídas pela adminsitração de LPS.  Diminuição essa, também prevenida 
pela associação de Pro+LPS.  
Sendo o LPS capaz de causar tantas alterações na rede de fosforiltransferência e 
na cadeia de transporte de elétrons e com isso um aumento na demanda energética, a 
Pro pode estar atuando formando uma via anapleirótica, fornecendo intermediários 
necessários para que as vias possam ser restabelecidas e que com isso, ocorra a 
produção de ATP normalmente, restabelecendo todos os sistemas.   Como já discutimos 
anteriormente baseados em dados da literatura, o aumento de AK e CK pode ter sido 
ocasionado pela diminuição da atividade de HK, portanto com a atividade de HK 
normalisada, as atividades das outras duas enzimas também voltaram à normalidade.  
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De fato, fica difícil estabelecer qual evento o LPS desencadeia primeiro. Se a 
inflamação, o estresse oxidativo ou as alterações na rede de fosforiltransferência e 
cadeia respiratória, visto que todos estão, de certa forma, interligados e uns afetam os 
outros.   
Por fim, torna-se importante que maiores investigações sejam feitas envolvendo 
a Pro a fim de esclarecer os mecanismos pelos quais ela se acumula no plasma e tecidos 
e em que casos seu acúmulo acarreta nas hiperprolinemias. Apesar de muitos dados já 
terem sido relacionados a respeito da importância de Pro em mamíferos, ainda pouco se 
esclareceu a respeito de sua função para o desenvolvimento e crescimento fetal e do 
recém-nascido. Além disso, o melhor entendimento dos processos que envolvem a Pro 
como possível antioxidante e anti-inflamatório também precisam ser melhor elucidados. 
Contudo, caso nossos resultados sejam confirmados em experimentos futuros, 
pode-se concluir que altas concentrações plasmáticas e teciduais de Pro, pelo menos no 
período de desenvolvimento cerebral, nem sempre levam a algum prejuízo para o 









II. 2 - CONCLUSÕES 
Objetivo 1 – Verificar o efeito da administração crônica de Pro e LPS isolados e 
co-administrados sobre o conteúdo de S100B e GFAP. 
 
 A administração isolada de Pro não alterou o conteúdo de S100B e GFAP. 
 A administração de LPS de forma isolada aumentou significativamente o 
conteúdo de S100B e GFAP em córtex cerebral e cerebelo. 
 Contudo, a coadministração de Pro mais LPS preveniu o aumento significativo 
que o LPS causou no conteúdo de S100B e GFAP, em ambos os tecidos. 
 
Objetivo 2 - Verificar o efeito da administração crônica de Pro e LPS isolados e 
coadministrados sobre parâmetros de estresse oxidativo: TBA-RS, CAT e 
sulfidrilas. 
 A administração de Prolina isolada não alterou nenhum dos parâmetros de 
estresse oxidativo. 
 A administração de LPS de forma isolada provocou elevação significativa nos 
conteúdos de TBA-RS e sulfidrilas e na atividade da CAT nos dois tecidos. 
 Já a coadministração de Pro mais LPS preveniu os efeitos causados pelo LPS em 




Objetivo 3 - Verificar os efeitos da administração crônica de Pro e LPS isolados 
e coadministrados sobre algumas enzimas da rede fosforiltransferência:  creatina 
cinase (isoforma mitocondrial e citosólica), adenilato cinase e hexocinase. 
 A Pro quando administrada de forma isolada não alterou a atividade de nenhuma 
das enzimas avaliadas. 
 O LPS aumentou as atividades de todas as enzimas, com excessão da porção 
citosólica da creatina cinase no cerebelo. 
 A coadministração de Pro mais LPS preveniu o aumento da atividade da AK, 
HK, CKmit em ambos tecidos e CKcit no córtex cerebral. 
 
Objetivo 4 - Verificar os efeitos da administração crônica de Pro e LPS isolados 
e coadministrados sobre os complexos da cadeia respiratória mitocondrial. 
 Pro não alterou a atividade de nenhum dos complexos avaliados. 
 O LPS causou diminuição significativa na atividade do complexo IV e SDH. 
 Quando coadministrados o LPS teve seu efeito prevenido pela Pro tanto em 
córtex cerebral quanto em cerebelo. 
 
Sabendo que o LPS é um potente agente causador de inflamação, que compromete o 
funcinamento de todo o sistema redox e do metabolismo energético celular e que a Pro, 
de acordo com  nossos achados, foi capaz de prevenir todo dano causado ao SNC pela 
ação do LPS, pode-se concluir que esse aminoácido de alguma maneira ainda não, 
completamente, esclarecida atua prevenindo, combatendo ou simplesmente, abolindo os 
efeitos nocivos do LPS a nível cerebral. 
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III. 3 - PERSPECTIVAS 
Como perspectivas para a continuidade desse trabalho temos: 
 Avaliar a atividade da enzima da rede de fosforiltransferência: Piruvato cinase 
 Avaliar alguns outros parâmetros de estresse oxidativo: GPx e DCFH  
 Analisar os efeitos, in vitro, da associação de Pro e LPS sobre homogeneizado 
total de córtex cerebral e cerebelo. 
 Analisar os efeitos da ICV de Pro e LPS. 
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